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KD Pharma Bexbach GmbH 
Beschreibung 

Sdulenchromatographisches Trennverfahren im Rahman einer 
FIQssigkeitschromatographie mittels niedemnolekularen Eluehten 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein saulenchromatographisches Trennverfahren 
im Rahman einer FIQssigkeitschromatographie mittels Eluenten als mobile Phase 
enthaltend niedere Molekule, vorzugsweise Kohlendioxid, zur Isolierung und/oder 
Reinigung und/oder prdparativen Gewinnung von (Natur)Stoffen aus 
(Natur)Stoffgemischen. 

SSulenchromatographische Trennverfahren spielen vermehrt In der Rohstoff- 
Aufbereitung, in der Produktreinigung, in der chemischen Synthese sowohl im 
Laboratoriumsmadstab wie auch bei grolitechnischen Produktionen eine 
bedeutende, hier nicht welter zu betonende Rolle. Ebenfalls In der chemischen 
Analytik sind sie fur die Isolierung. Identifikation und quahtitativer / qualltativer 
Bestlmmung einzelner Komponenten In Substanzgemlschen unentbehrllch. Weltere 
wichtige Anwendungsgeblete fur derartige Trennungen sind das Recycling, wobel 
aus Altmaterialien, wie Abwasser und Abgasen Gifte und Schadstoffe, aber auch 
Wertstoffe abgeschieden werden. 

us Kostengrunden haben es bisher jedoch nur wenige saulenchromatographische 
rennverfahren bis zur kommerziellen Nutzung gebracht. Insbesondere Im Rahman 
der praparativen Rohstoffgewinnung, Insbesondere aus Naturstoffgemischen - 
sowie deren Analytik - sind relevant die sSulenchromatographischen Trennverfahren 
der HPLC ("High Performance Liquid Chromatography" Oder Hochleistungs- 
(Hochdruck-)Flusslgkeitschromatographie) sowie die SFC ("Supercritical Fluid 
Chromatograhie"), sogenannte FIQssigkeitschromatographie mit Qberkritischen 
Gasen (Fluiden). 

Die HPLC macht sich die Erkenntnis zunutze. dalX die Trennleistung einer S§ule mit 
abnehmender Korngrofie der stationaren Phase zunimmt. Bei der HPLC wird mit 



rheblichfein rem chromatographischen Trennmaterial (3-10 pm) als bei d r 
Gelchromatographie (35-75 [im) oder der "klassischen" Saulenchromatographie 
(120-200 |jm) gearbeitet. Die Feinteiligkeit der Trennmaterialien erfordert allerdings 
die Anwendung lioher Drucke (bis zu 40 MPa), dies ist mit erheblichem technischen 
Aufwand verbunden. Die Sdulen sind zwischen 5 - 100 cm (zumeist jedoch bis 25 
cm) lang mit einem Innendurchmesser von 1-25 mm. Mit Kieselgel oder dhnlich 
porOsem Material (von 10 pm oder weniger) gefulit, kann eine 25 cm lange Sdule 
5000 Boden (theoretische Trennstufen) aufweisen - selbst Bodenzahlen von 
65000/m konnen je nach stationarer Phase erzielt werden. Typische HPLC- 
Trennungen werden im Bereich der Raumtemperatur durchgefuhrt (Vgl. Fa. Merck, 
Chrombook, 1996. Darmstadt, Fa. Phenomenex, Chromatograpliiekatalog, 99/00. 

orrance, CA, USA). Die notwendigen Pumpen kOnnen in der analytischen HPLC 
bis zu einem Druck von 400 bar betrieben werden. In der prdparativen HPLC 
werden Pumpen betrieben bis zu einem Druck von 70 (Pumpenleistung: 300 l/h) bis 
100 bar (Pumpenleistung: 60 l/h Eluent (Flussigkeit)) (vgl. z.B. Fa. Merck, 
Chrombook, S. 233, 1996. Darmstadt). Der limitierende Faktor bei der HPLC ist, 
insbesondere bei hohen FICissen, der Pumpendruck. Die verwendeten Saulenlangen 
sind daher zumeist kurz; es gilt: Je kleiner der Teilchendurchmesser des 
verwendeten chromatographischen Materials, desto kurzer mussen die Saulen 
werden. Prinzipiell kann eine Kompensation durch h6here maximale Arbeitsdrucke 
erfolgen, dies erhOht jedoch die Betriebskosten enorm und fuhrt das HPLC - 
Verfahren im Rahmen einer prSparativen Anwendung in die Unwirtschaftlichkeit. 

Die SFC hat sich als saulenchromatographisches Trennverfahren mit Gasen (CO2, 
N2O, SFgetc.) im uberkritischen Zustand als mobile Phase durchgesetzt. Bei der 
SFC werden Flussigkeiten und Gase unter Druck erhitzt, wobei diese oberhalb der 
jeweiligen kritischen Temperatur und des kritischen Drucks in den uberkritischen 
Zustand uberfuhrt werden. In diesem Zustand zeichnen sich uberkritische 
Flussigkeiten gegenuber echten Flussigkeiten nicht nur durch ihre geringere Dichte, 
viel niedrigere Viskositdt und viel hdhere DiffusionskoefTizienten aus. sondern vor 
allem durch ihr hervorragendes Losungsvermogen. Deshalb finden sog. verdichtete 
Gase aus C02(ca. 40^ C. 80-200 bar. siehe Fig. 5). Ethylen, Propan, Ammoniak. 



% % 

3 

Distickstoffdioxid, Stickstoffheterocyclen u. a. Anwendung in der Exlraktion - sog. 
Supercritical Fluid Extraction (SFE od. SCFE; dt. "Destraktlon") -von Naturstoff n 
(bekannt 1st z. B. Coffein aus Kaffee durch Qberkritisches CO2, von 
Hopfenbitterstoffen, Riechstoffen), von Kohlenwasserstoffen aus ErdOl oder Kohle. 
5 zur Reaktivieaing von Heterogenkatalysatoren (Vgl. Wenclawiak (Hrsg.). Analysis 
with Supercritical Fluids: Extraction and Chromatography, Berlin: Springer 1992). 

In der Regel wird in der SFC bei Temperaturen Ciber SS'C und einem Druck auf der 
Sdulenausla&seite von Qber 120 bar gearbeitet. 

Beschrieben sind zahlrelche Trennungen bei Temperaturen unterhalb der kritischen 
Temperatur der verwendeten mobilen Phase; vgl. K Anton, C. Berger (Ed.); 
Supercritical Fluid Chromatography with Packed Columns, Marcel Dekker Inc., New 
York, Basel, Hongkong, 1998. 

VSrillon und Coleman beschreiben auf Seite 64 (Anton supra) den Temperatur- und 
Druckbereich fur das Arbeiten mit Fluiden- wie CO2 - zwischen 3 bis 2(X)*C und 90 - 
400 bar. Die Trennungen erfolgen im uberkritischen und subkritischen Bereich, 
jedoch nicht im flQssigen Bereich, d.h in einem Druckbereich unter dem kritischen 
Druck und Temperatur. 

^^^Jusforques beschreibt auf 8. 409 in Kap. 14 (supra Anton) den erforderlichen 
^^VArbeitsbereich mit Temperaturen zwischen 0 und 150^C und Drucken zwischen 100 
und 350 bar an (SFC-Apparatur: Super CI 2 im Rahmen einer prSparativen SFC). 

25 

Die Firma Prochrom gibt ebenfalls einen Arbeitsdruckbereich zwischen 100 und 350 
bar an, bei Temperaturen zwischen 10 und 80'C (Fa. Prochrom, Prospekt zu semi- 
preparative Supercritical Fluid Chromatograph, Type: SuperC 20, 1998, 
Chamigneulle, Frankreich). 

30 

EP 0 099 765 B1 offenbart, dal^ der EinlaQdruck des Gemisches in die Sdule grd&er 
als der kritische Druck des Eluenten sein mull, und zwar zwischen 1 ,05 und 3. 



Drucke kleiner als der kritische Druck werden ausdruckiich als 
Abscheidebedingungen beschrieben. 

M. Perrut beschreibt in NO 163139 als Trennbedingungen nur den Qberkritischen 
und subkritischen Berelch und zwar DrQcke von 70-250 bar und Temperaturen 
zwischen 25 und 80^*0. 

Im Stand der Technik sind keine saulenchromatographischen Trennungen im 
Rahmen einer Flussigkeitschromatographie realisiert fur Eluenten als mobile 
Phasen, mit einem Arbeitsbereich unter der kritischen Temperatur und Druck. 

Ischultz et. al (Schultz, W.G.; Randall, J.M.: Food Technol. 24, 1282 (1970)) 
beschreibt lediglich eine unspezifische Extraktion bei 22''C und 63 bar von 
Aromakonzentraten aus homogenisierten Fruchten und Fruchtsaften. Eine 
chromatographlsche Trennung ist nicht erfolgt. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde. ein 
saulenchromatographisches Trennverfahren im Rahmen einer 
FIQssigkeltschromatographie fOr die groBtechnische Isolierung und/oder Reinigung 
und/oder prSparative Gewinnung von (Natur)Stoffen aus (Natur)Stoffgemischen 
bereitzustellen. das aufgrund einer hohen Trennleistung zu reinen Produkten fuhrt. 

Somit betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Isolierung und/oder 
Reinigung und/oder praparative Gewinnung von (Natur)Stoffen aus Stoffgemischen 
mittels eines saulenchromatographischen Verfahrens, dadurch gekennzeichnet, dalJ 
der Eluent niedere Molekule enthalt (nachstehend erfindungsgerndBes Verfahren). 

Eine weitere Aufgabe ist die Bereitstellung einer Apparatur oder Anordnung, die das 
erfindungsgemaBe Verfahren geeignet umsetzt. 

Im Sinne dieser Erfindung sind Eluenten niederer Molekule solche leichtfluchtige - 
mit geringer Wechselwirkung - wie Distickstoffoxid (N2O); Freone wie z.B. 
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Chlortrifluormethan (CCIF3), Trifluormethan (CHF3), Tetrafluormethan (CF4), 1,1,1,2- 
tetrafluorethan (C2F4H2); Kohlendioxid (CO2), Schwefelhexafluorld (SFe), Propen 
(CsHe), Propan (CaHa). Ammoniak (NH3), Schwefeldioxid (SO2), Xenon (Xe), Ethan 
(CaHs), welche bei Normalbedlngungen gasfOrmlg vorliegen. Vorzugsweise warden 
s solche Eluenten eingesetzt, die eine dynamische Viskositdt von 10'^-10~^Pas, 
vorzugsweise 2x10"*-2x10'*Pas eine Dichte von 0,5 - 1 ,2 g/ml, vorzugsweise 
0,5 - 1,2 g/ml aufweisen. Im erfindungsgemd&en Verfahren liegen solclie niedere 
MolekQIe als Eluent In der mobilen Phasen flQssig vor. Es werden vorzugsweise 
solche Eluenten eingesetzt, die dem Fachmann auf dem Gebiet der SFC bekannt 
10 sind. Flussiges Kohlendioxid ist jedoch ganz besonders bevorzugt und zwar in 
l^^^einem Druckbereich von 5,2 bis 73,7 bar, vorzugsweise von 30 bis 60 bar - und 
^^Beinem Temperaturbereich von -67°C bis 31,3'*C, vorzugsweise von 0 bis 20 X. 

Selbstverstdndiich kdnnen die genannten Eluenten auch in einer Mischung 
IS vorliegen. 

Der Arbeitsbereich des eingesetzten niedennolekularen Eluenten ist die flQssige 
Phase mit den zugehOrigen p,T-Werten , wie in Figur 5 im Fall des CO2 markiert. 
Diese p,T - Werte herrschen ebenfails an der gewdhlten chromatographischen 
20 Trennsdule Ober welche der Eluent als mobile Phase gefuhrt wird. 

^^^kSaulenchromatographisches Trennverfahren im Sinne dieser Erfindung bedeutet, 
^^^daG eine Stofftrennung durch Verteilung (Die Stofftrennung wird durch den 
L6sevorgang in beiden, miteinander nicht mischbaren Phasen bestimmt) und 
25 Adsorption - an einem Feststoff (Adsorbens) - an einer stationdren Phase in 
Gegenwart eines Eluenten als mobile Phase erfolgt. Insofem kann von einer 
Flussig-fest-Chromatographie (engl. Liquid-Solid Chromatography, LSC) 
gesprochen werden. Zu den hier benutzten Begriffen existieren Terminologie- 
Vorschldge der lUPAC, auf diese wird sich ausdrucklich bezogen. 

30 

In einer besonderen Ausfuhrungsform wird die mobile Phase, enthaltend ein Eluent, 
mit Hilfe eines in der Chromatographie ubiichen Modifiers wie z.B. Ethanol, 
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Methanol, etc. versetzt. Dieser Modifier kann ggf. mit weiteren Hilf- und 
Zusatzstoffen, wie Sduren Oder Basen (z.B. Essigsaure, Diethylamin) versetzt 
werden. 

s Es ergeben sich im Rahmen des erfindungsgemdHen Verfahren zahireiche Vorteile: 

Besonders vorteilhaft gegenuber dem Stand der Technik ist, da(i im 
erfindungsgemaBen Verfahren lediglich Drucke bis ca. 70 bar notwendig sind, 
wodurch Kosten eingespart werden konnen, da alle bendtigten Bauteile wie 
10 Pumpen, Druckaufnehmer, Rohrleitungen etc. entsprechend ausgelegt bzw. kleiner 
^l^^dimensioniert werden kdnnen. Die erforderlichen Sicherheltsanforderungen zur 
^^H^rbeitssicherheit und Betriebssicherheit kOnnen reduziert werden. 

Es wurde nunmehr in Qberraschender Weise gefunden, dad das erfindungsgemdde 
15 Verfahren in Gegenwart jedweder handelsublicher fester stationSrer Phasen 

erfolgen kann, wie sie im Rahmen der HPLC und/oder der SFC verwendet werden. 

Bevorzugt sind jedoch Sauien mit modifizierten oder unmodifizierten Phasen auf 

Basis von Kieselgel, Aluminiumoxid, Titandioxid etc. sowie polymere stationare. 

Phasen, wie z.B. Kieselgel, Diolphase auf Kieselgelbasis, Aminopropyl, RP8, RP18- 
20 Phasen auf Kieselgelbasis 

^fl^^as erfindungsgemal^e Verfahren kann fQr Sdulenlangen in weiten Bereichen 
^^^^ingesetzt werden, mindestens 10 cm lang, bevorzugt sind jedoch LSngen von 0,25 

- 2,0 m, besonders bevorzugt ist 1,1 - 1,7 m. Diese hoheren Saulenlangen 
25 gewahrleisten eine hohe Trennleistung und kOnnen erreicht werden, da das 

erfindungsgemaSe Verfahren keinen grolien Druckabfall in der SSule verursacht. 

Der Druckabfall kann nach Formel 1 an Tabelle 1 abgeschStzt werden. Da die 

ViskositSt klein gewdhit ist, ist auch der resultierende Druckabfall gering. Ourch den 

geringen Druckabfall pro cm Sdule kann die Sdule bei gleichem 
30 Teilchendurchmesser der stationaren Phase entsprechend lang gewahit werden 

Oder es konnen im Vergleich zur HPLC kleinere Teilchendurchmesser bei 

konstanter SSulenlSnge venvendet werden. 



Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft funktionale Anordnungen 
notwendiger Bauelemente zur Durchfuhaing des erfindungsgemSllen Verfahrens. 

Zur weiteren Eriduterung der Eifindang ist in Figur 6 ein Schema/FlieOdiagramm 
einer Qblichen SFC-Anordnung im industrielien MaQstab gegeben (Eluent CO2). 

Einspeisendes CO2 wird aus einem flussig COz-Vorratstank (1) mittels eines 
Wdrmetauschers (2) abgekutilt. Das von der Pumpe (3) gefdrderte CO2 wird mittels 
des Wdrmetauschers (4) auf Qberkritische Bedingungen gebracht (T>31°C, 
p>74bar), typischenveise 40-60*'C. Jenes CO2 strdmt durch die Trennsdule (7) und 

Td am Druckregelventil (9) entspannt. Dieses Druckregelventil (9) regelt den 
Saulenauslaiidruck, der am Ende der TrennsSule (7) lierrsclit und Qber dem 
kritischen Druck gehalten (p>74bar) wird. Dadurch werden in der TrennsSule (7) 
Qberkritische Trennbedingungen gewahrleistet. Das CO2 kuhit sich durch die 
adiabatische Expansion am Druckregelventil (9) ab. Anschlie&end wird das CO2 mit 
Wdrmetauscher (14) aufgeheizt und in den gasfdrmigen Zustand gebracht. Im 
Abscheider (1 1) wird das Produkt vom gasf6rmigen CO2 getrennt. Das gasfdrmige 
CO2 gelangt Qber den warmetauscher (13), der es wieder verflQssigt, in den 
Vorratstank (1 ). Es erglbt sich ein geschlossener C02-Kreislauf. Das Produkt wird 
aus dem VorratsgefSli (6) mit Hilfe der Pumpe (5) diskontinuierlich auf die 
Trennsdule (7) injiziert. 

FQr diese Qbliche SFC-Anordnung sind energieintensiv total mindestens vier 
Wdrmetauscher notwendig. 

Im Rahmen des erfindungsgemalien Verfahren ergeben sich zusatzlich zu Figur 6 
zahlreiche Moglichkeiten einer funktionale Anordnung von denen einige in den 
Figuren 7-9 dargestellt werden. 

Der besondere Vorteil liegt darin, dali ein energieaufwendiges wechselndes 
Abkuhien und Erhitzen des CO2 vennieden wird. 
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Figur 7: Einspeisendes CO2 wird aus einem flussig C02-Vorratstank (1) mittels eines 
Warmetauschers (2) abgekuhlt. Das von der Pumpe (3) geforderte CO2 wird mittels 
des Warmetauschers (4) auf die Trenntemperatur ingestellt. Dieser kann j doch 
sehr klein sein, da das CO2 nur von typischerweise O-S^'C auf 5-20^C erwarmt wird. 
5 Werden niedrige Trenntemperaturen. z.B. S^'C. gewahit, so kann zudem 

Warmetauscher (4) auQer Betrieb genommen werden. Das flQssige COz strdmt 
durch die Trennsaule (7). Mit Hilfe eines Umschaltventiles werden die einzelnen 
Fraktionen auf sogenannte Fraktionierungssdulen (10) umgeleitet. In den Figuren 7- 
9 sind exemplarisch drei Fraktionierungssaulen (10a, 10b. 10c) dargestellt. Es sind 
10 beliebig viele Fraktionierungssaulen moglich, im einfachsten Fall jedoch eine 
^^^^FraktionierungssSule und eine zusatzliche Rohrleitung, welches das Umschaltventil 
^^■(8) niit Umschaltventil (12) verbindet 

Der SdulenauslaBdruck wird mit Druckregelventil (9) geregelt. An diesem Ventil 
15 erfolgt die Entspannung des CO2. Nach Injektion der Probe (Annahme: die Probe 
enthalt 3 Komponenten A, 8 und C) wird die Probe auf der TrennsSule (7) getrennt. 
Wahrend der Elution von Komponente A wird Umschaltventil (8) so geschaltet. daS 
CO2 und Komponente A in Richtung Umschaltventil (9a) umgeleitet wird. Das 
flussige CO2 wird entspannt. Das CO2 verliert seine LSsungskraft. Komponente A 
20 wird dadurch auf der Fraktionierungssaule (10a) festgehalten. Das CO2 wird durch 
warmetauscher (13) welter abgekuhlt (falls notwendig) und gelangt wieder in 
^ll^Vorratstank 

Nach Elution von Komponente A von der SSule wird Umschaltventil (8) auf 
25 Fraktionierungssaule (10b) umgeschaltet. Die eluierende Komponente B wird auf 
Fraktionierungssaule (10b) festgehalten. Komponente C auf Fraktionierungssaule 
(10c). Eluiert keine Probesubstanz kann wahlweise der C02-Strom uber eine der 
Fraktionierungssaulen gefuhrt werden oder eine zusatzliche Rohrleitung mit einem 
Druckregelventil, welches Umschaltventil (8) mit Umschaltventil (12) verbinden. 

30 

Das chromatographische Material der Trennsaule (7) ist so gewahit, dali die 
Auflosung der Probekomponenten maximal ist. Das Material der 



% X 

9 

FraktionierungssSulen (10a-c) wird so gewahit, da(i Adsorption der jeweiligen 
Probekomponente unter den dort herrschenden Bedingungen wdhrend der 
Trennung maximal ist. 

5 Diese Vorgehensweise kann fQr mehrere Injektionen wiederholt werden (bis die 
Kapazitat einer Fraktionierungssdule erreicht ist). Die Elution der jeweiligen 
Komponenten erfolgt mit einem geeigneten starken LOsemittel, z.B. Ethanol. Eine 
separate Pumpe fSrdert den Eluenten Ciber Umschaltventll (8) bis zum AuslaU nach 
Umschaltventil (12). Die Wertfraktionen werden also in diesem Fall in Flussigkeit 

io gelOst aufgefangen. 

^^BDer Vorteil dieser funktionalen Anordnung (Figur 7) liegt darin, das weder ein 
Warmetauscher (14) noch ein Abscheider (11) bendtigt wird. 

15 Figur 8 zeigt Im Prinzip eine ahnliche Anordnung wie Figur 7. Als Anderung ist das 
Druckregelventil (9) direkt hinter der Trennsaule (7) angebracht. Das expandierte 
CO2 mit der jeweiligen Probekomponente wird erst nach der Entspannung mittels 
des Umschaltventils (8) auf die Fraktioniemngssaule (10a-c) geleitet. Der Vorteil 
gegenOber der Anordnung von Figur 6 ist, dad nur ein Druckregelventil (9) benatigt 

20 wird. 

^^^kDie Anordnung in Figur 9 unterscheidet sich von Figur 7 dadurch, da(i die 
^^^^ruckregelventile (9a-c) hinter den Fraktionierungssaulen (lOa-c) angebracht sind. 
Zusdtzlich befinden sich dahinter zusatzliche Abscheider (1 la-c). 
25 Bel dieser Anordnung wird der Druck hinter der Fraktionierungssaule reguliert. Das 
Material der Fraktionienjngssaule (10a-c) wird so gewdhlt, dad die Komponeten A. 
B und C bei den herrschenden Bedingungen in der Fraktionierungssaule (lOa-c) 
zuruckgehalten werden. Nach mehrmaliger Injektion und Sammein der 
Probekomponenten auf den Fraktionierungssaulen (10a-c) konnen die einzelnen 
30 Komponenten durch Erhdhung der Elutionsstarke des CO2 und/oder Zusatz eines 
Modifiers zur Elution und uber den jeweiligen Abscheider (1 la-c) vom CO2 getrennt 
werden. Alternativ kann auch die Elution mit einem flussigen Eluenten erfolgen. In 
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diesem Fall kOnnen die Abscheider (1 1a-c) entfallen. Die Anordnung kann auch so 
abgewandelt warden, da(i anstelle von drei Abscheidern (11a-c) nur ein Abscheider 
hinter dem Umschaltventil (12) verwendet wird. 

5 Durch das erfindungsgemSQe Verfahren kann eine ubiiche SFC-Anlage energetisch 
viel gunstiger betrieben werden. Im Wdrmetauscher (4) muli das C02 Qberhaupt 
nicht Oder nur wenig erwdrmt werden. Durch den geringeren Druck vor der 
Druckregeleinheit (9) ist auch die Abkuhlung durch die adiabatische Expansion 
geringer und damit mu(i dem Warmetauscher (14) viel weniger Energie zugefuhrt 
10 werden. Prinzipiell kann das erfindungsgemaBe Verfahren auf jeder SFC- Aniage 
^H^^ausgefuhrt werden (siehe Beispiel 2, Figur 6, SFC-Anlage der KD-Pharma, Am 
^^HKraflwerk 4-6, D 66450 Bexbach). 

Ein weiterer Erfindungsgegenstand betriffl daher eine funktionelle Anordnung 
und/oder eine Vorrichtung bestehend mindestens aus einer Pumpe (3), Trennsaule 
(7), einem WSrmetauscher (13), einem Druckregelventil (9) und ggf. weitere 
Warmetauscher - wie Warmetauscher (4) - und Abscheider - wie Abscheider (11), 
wie in den Figuren 7-9 reprasentiert. 

Das Verfahren ist ganz besonders geeignet zur saulenchromatographischen 
Trennung von ungesdttigten Fettsduren (siehe Beipiel 2), vorzugsweise aus 
^Naturolen wie Pflanzenol, Algenol, Ol von Mikroorganismen oder Pilzen sowie 
Fischol und somit zur Gewinnung und Reinigung von SDA (Stearidonsaure, 18:4, n- 
3), AA (Arachidonsaure, 20:4, n-6), ETA (Eicosatetraensaure, 20:4, n-3), EPA 
(EicosapentaensSure, 20:5, n-3), DPA (Docosapentaensaure. 22:5, n-3), DHA 
(Docosahexaensaure, 22:6, n-3). GLA (gamma-LinolensSure 18:3, n-6), ALA (alpha- 
LinoiensSure 18:3. n-3), DPA (Docosapentaensaure, 22:5, n-6). 

Die nachfolgenden Beispiele dienen zur ErlSuterung der Erfindung. ohne die 
Erfindung auf diese Beispiele zu begrenzen. 
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Beispiele 
B ispjel 1: 

SFC-Anordnung gemdR Figur 6. Die verwendeten Sdulen haben eine Ldnge von bis 
zu 170 cm. Die verwendeten ArbeitsdrOcke betragen In der Regel zwischen 120 und 
5 350 bar. Diese Sdulen kOnnen in der SFC eingesetzt werden, da die Drud^abfdile 
auch Qber einer so langen SSule nur gering sind (normalenveise 20-50 bar). Durch 
die geringen Druckabfdile kOnnen auch hOhere Flusse, die in der SFC im 
Gegensatz zur HPLC nur zu einen geringen Effizienzveriust fuhren, eingesetzt 
werden -vgl. Tabelle 1: (Eluent: Kohlendioxid) 



KtiCw. 

(iligen 



bis 



Berechnung p 


Sllule: 


L(cm) 


d(cm) 


r(cin) 


Dp(|im) 








F 




110 


9 


4.5 


25 










p{g/mi) 


r| dyn.(Pa s) 


r\ dyn.(cPoise) 


F(kg/h) 


F(tnl/mm) 




Ap (bar) 




80 bar, SO^C 
lOObar.SO^C 
200 bar, 50«C 


0,219 
0.3899 
0,784 


2,05E^5 
2,95E-05 
6,80E-05 


0,02053 
0,02945 
0,06797 


300 
300 
300 


22.831.05 
12.823,80 
6.377,55 




21,6 
17.4 
20,0 


SFC 
SFC 
SFC 


25<»C. ISO bar 
0»C, 150 bar 
0*»C. 300 bar 


0,8771 
1 

1,055 


8,63E-05 
l,23E-04 
l,47E-04 


0,0863 
0,1234 
0,1466 


300 
300 
300 


5.700,60 
5.000,00 
4.739,34 




22,7 
28,4 
32,0 


SbSFC 
SbSFC 
SbSFC 


O^C 40 bar 
l&^C, 50 bar 


0.9333 
0,8705 


l,01E-04 
8,00E-05 


0,1009 
0,08 


300 
300 


5.357.33 
5.743,83 




24,9 
21.2 


LFC 
LFC 


25**C, 70 bar 


0,744 


6,04E-05 


0,06043 


300 


6.720.43 




18,7 


LFC 


MeOH, 20«C 
EtOH, 20«C 


0.79 
0,789 


5,84E-04 
UOE-03 


0,584 
1.201 


300 
300 


6.329.11 
6.337.14 




170,4 
350,9 


HPLC 
HPLC 



Berechnung gemaS: Ap= -^•^•^'^QQQ 

60 'TT^r •dp 

mit 

Ap Druckabfall in [bar] 

F VolumenflufJ des Eluenten in [ml/min] 

L Lange der Sdule in [cm] 
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erreichbare EPA-Reinheit ist auf dieser stationdren Phase ca. 80%. Definiert man 
als Vergleich fOr die Massenausbeute eine EPA-Reinheit von mehr als 70% so ist 
die Ausbeute mit 36,2% bei fiussigen Bedingungen wesentlich hOher als bei 
uberkritischen Bedingungen mit nur 30,3%. Das starl< ausgeprdgte Tailing sowohl 
3 der EPA als auch der DHA ist vermutlich auf noch hochaktive Silanolgmppen 
zurQckzufQhren. Diese Phase ist fQr die Trennung weniger geeignet. Es konnte 
jedoch gezeigt werden, 6a& die Trennungen in verschiedenen Zustandsbereichen 
vergleichbar sind. 



% % 
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Beschreibung der Figuren: 

Figur 1: Reinheit der erhaltenen Fraktion an EPA in %; Trennung eines Fischeis 
unter versch. Bed.: fl. Bed (T=18X, p„=52 bar; F=300 kg/h); Qberkritische Bed.: 
5 (T=46»C, p„=105 bar; F=300 kg/h); Phase: Aminopropyl; mobile Phase: CO2. 

Figur 2: Reinheit der erhaltenen Fraktion an EPA und DHA in %; Trennung eines 
Fischols unter versch. Bed.: fl. Bed (T=18'*C, pn=52 bar; F=300 kg/h); Qberkritische 
Bed.: (T=46*C. pn=105 bar; F=300 kg/h); Phase: Aminopropyl; mobile Phase: CO2. 

^^W^igur 3: Reinheit der erhaltenen Fraktion an EPA In %; Trennung eines FischOls 
^^Funter versch. Bed.: fl. Bed (T=18X. pn=52 bar; F=300 kg/h); Qberkritische Bed.: 
(T=46'C, pn=160 bar; F=300 kg/h); Phase: Kieselgel; mobile Phase: CO2. 

15 Figur 4: Reinheit der erhaltenen Fraktion an EPA und DHA in %; Trennung eines 
Fischdis unter versch. Bed.: fl. Bed (TslB'C, pn=52 bar; F=300 kg/h); Qberkritische 
Bed.: (T=46''C, pn=160 bar; F=300 kg/h); Phase: Kieselgel; mobile Phase: CO2. 

Figur 5: Phasediagramm CO2 

20 

^^^^Figur 6: Fliefidiagramm ubiicher SFC Aniage 

Figur 7-9: Funktlonelle Anordnungen 

25 Im Text verwendete AbkQrzungen: 

HPLC Hochleistungsflusslgkeltschromatographie 
SFC Chromatographie mit Qberkritischem Gas 
SbSFC Chromatographie mit subkritischem Gas (T<TKr; 

P>Pkr) 

LFC Chromatographie mit flQsslgem Gas (T<Tkr; p<picr) 
EPA EicosapentaensSurethylester (20:6) 



IS 

DHA DocosahexaensSure (22:6) 



PatentansprCiche 



16 



1 . Verfahren zur sdulenchromatographischen Trennung von Stoffgemischen, 
dadurch gekennzeichnet, da& der Eluent niedere Molekule enthdit. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dafi der Eluent 
Distickstoffoxid (N2O); Freon wie z.B. Chlortrifluormethan (CCIF3), 
Trifluormethan (CHF3), Tetrafluomiethan (CF4), 1,1,1,2-tetrafluorethan 
(C2F4H2); Kohlendloxid (CO2). Schwefelhexafluorld (SFe), Propen (CsHe). 
Propan (CsHe), Ammoniak (NH3), Schwefeldioxld (SO2). Xenon (Xe), Ethan 
(C2H6) ist Oder sine Mischung davon ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dal3 der Eluent 
eine dynamische ViskositSt von 10^-10"® Pa s, vorzugsweise 2x10'^-2x 
10 Pa s und eine Dichte von 0,5 - 1,2 g/ml, vorzugsweise 0.5 - 1.2 g/ml 
aufweist. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daR der Eluent 
Kohlendioxid ist mit einem Druckbereich von 5,2 bis 73,7 bar, vorzugsweise 
von 30 bis 60 bar - und einem Temperaturbereich von -57"C bis 31,3*C, 
vorzugsweise von 0 bis 20 ''C. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dali 
der Eluent mindestens einen Modifier enthdit und/oder ggf. weitere Zusatz- 
und Hilfsstoffe. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, da& 
die Sauleniange mindestens 10 cm betragt, vorzugsweise 0,25 - 2,0 m, 
besonders bevorzugt 1,1 - 1,7 m betrSgt. 



7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, da(X 
die Sdule gepackt ist mit modifizierten oder unmodifizierten Phasen auf Basis 
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von Kieselgel, Aluminiumoxid, Titandioxid sowie polymere stationdre Phasen. 
wie Kieselgel, DIolphase auf Kieselgelbasis, Aminopropyl, RP8, RP18-Phasen 
auf Kieselgelbasis. 

8. Verfahren nach Anspaich 1 bis 7, zur Isolierung und/oder Reinigung und/oder 
prdparativen Gewinnung, von ungesSttigten Fettsduren aus Naturdlen. 

9. Funktionelle Anordnung gemdS einer der AnsprQche 1 bis 7 bestehend 
mindestens aus einer Pumpe (3). Trennsiule (7), einem WSmietauscher (13), 
einem Dmckregelventil (9) und ggf. weitere Wdrmetauscher und Abscheider, 
wobei die Figuren 6-9 ausdruckllch Tell des Anspruchs sind. 
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Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein sSulenchromatographisches Trennverfahren 
im Rahmen einer FIQssigkeitschromatographie mittels Eluenten ais mobile Phase 
s enthaltend niedere MolekQIe, vorzugsweise Kohlendioxid, zur Isolierung und/oder 
Reinigung und/oder prdparativen Gewinnung von (Natur)Stoffgemischen. 



FIgur 2: 



% 



% 



lOOn 



fl. SFC 

DHA) 



Uberkr. SPq 

EPA 
-X— DHA 




Figur 3: 



I — A--Uberkr.SFC | |— 4— fl. SFC] 

100-1 

90 




t (min) 



Figur 4. 
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Uberkr. SFC 




fl. SFC 










—•—EPA 
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90 




t (min) 



Figur 5: 
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CP (Critical Point): Tkr =31,3X; pkr -73,7 bar 
Tripclpunkt: T--57*X:; p-5;2 bar 




Temperatur 



Zusammenfassung 




